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Nachweis von Colletotrichum cf. gloeosporioides in Saatgut von 
Johanniskraut (Hypericum perforatum L.) 
Detection of Colletotrichum cf. gloeosporioides on seeds of St. John's wort 
Ute Gärber 
Zusammenfassung 
Eine primäre Infektionsquelle für das Auftreten der Johannis-
krautwelke, verursacht durch den Pilz Colletotrichum cf. gloeo-
sporioides, wird im Saatgut gesehen. Für den Nachweis des Er-
regers am Samen wurde ein Agarplattentest erarbeitet, mit dem 
es möglich ist, bei einer Prüfung von 300 Samen einen Befall bis 
1 % festzustellen. Eine wichtige Voraussetzung für einen siche-
ren Erregernachweis ist das Ankeimen des Samens in einer 
feuchten Kammer, bevor der Samen auf einen nährstoffarmen 
Agar (SNA) ausgelegt wird. Die Auswertung erfolgt mikrosko-
pisch anhand der Konidienbildung des Erregers. Aufgrund des 
hohen Arbeits- und Zeitaufwandes ist der Test als Routinetest 
weniger geeignet. Eine Befallsfreiheit des Saatgutes kann mit 
dem Test nicht festgestellt werden. 
Stichwörter: Johanniskrautwelke, Colletotrichum cf. gloeo-
sporioides, Hypericum pe1foratum, Nachweis, Saatgut 
Abstract 
The seed is considered to be a primary source of infection with 
Colletotrichum cf. gloeosporioides, the cause of anthracnose of 
St. John's wort. A special method was developed for detection of 
the pathogen on seeds in a synthetic low nutrient medium (SNA). 
With this method it is possible to determine infection of l %, if 
300 seeds are examined. lt is necessary to soak seeds in damp 
chambers for two days prior to testing. The pathogen was identi-
fied by microscope based on morphological features of the fun-
gus, especially the conidia. 
Because the test requires a great deal of work and time, it is 
less suitable as a routine test. This test does not make it possible 
to guarantee that seeds are free of the pathogen. 
Key words: Anthracnose, Colletotrichum cf. gloeosporioides, 
Hypericum pe1foratum, detection, seeds 
Einleitung 
Johanniskraut ist eine alte traditionelle Arzneipflanze, die in der 
modernen Phytotherapie bei der Behandlung von psychovegeta-
ti ven Störungen und depressiven Verstimmungszuständen ver-
wendet wird. Aufgrund der wachsenden Nachfrage nach Johan-
niskraut stieg die Anbaufläche in Deutschland Mitte der 90er 
Jahre sprunghaft an (KASBOHM, 1998). Der Anbau der noch jun-
gen Kultur wurde durch das Auftreten einer Krankheit, die unter 
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den Namen Rotwelke oder Johanniskrautwelke bekannt wurde, 
stark gefährdet. Als Verursacher konnte in eigenen Untersuchun-
gen in den Jahren 1996/97 der Pilz Colletotrichum cf. gloeospo-
rioides isoliert und identifiziert werden (GÄRBER, l 999a). Dieser 
hoch aggressive Pilz verursacht in den Beständen von Johannis-
kraut erhebliche Ertragsausfälle. Neben Pflanzenschäden in 
zwei- und dreijährigen Beständen wurde in den Jahren 1996/97 
verstärkt ein Krankheitsbefall in einjährigen Beständen beob-
achtet. In einigen Anbaubetrieben traten bereits 14 Tage nach der 
Pflanzung starke Schäden auf. Untersuchungen an Jungpflanzen 
aus verschiedenen Anzuchtbetrieben zeigten, dass die Pflanzen 
in der Anzucht bereits krank bzw. latent befallen sind (GÄRBER, 
1999). Der massive K.rankheitsbefall in der Jungpflanzenan-
zucht, auch in Betrieben, in denen Johanniskraut erstmals ange-
zogen wurde, ließ vermuten, dass das Saatgut die primäre Infek-
tionsquelle ist. Im klassischen Agarplattentest gelang es zunächst 
nicht, den Erreger am Samen nachzuweisen. Deshalb war es not-
wendig, eine geeignete Prüfmethode zu erarbeiten, um den Erre-
gers sicher am Samen zu erfassen. Die Erarbeitung der Methode 
beinhaltete umfangreiche Untersuchungen zu geeigneten Nähr-
medien, Licht- und Temperaturbedingungen und schloss die Prü-
fung bei unterschiedlicher Vorbehandlung der Samen ein. In der 
vorliegenden Arbeit wird die Prüfmethode in ihren grundlegen-
den Parametern vorgestellt. Zur Vorbehandlung des Samens, die 
für einen sicheren Nachweis des Erregers von entscheidender 
Bedeutung ist, werden verschiedene methodische Varianten ver-
glichen. 
Methode 
Prüfmethode 
In eine Petrischale mit einem Durchmesser von 90 mm werden 
jeweils 20 Samen auf Synthetischen Nährstoffarmen Agar (SNA) 
mit Zusatz von Antibiotika (NIRENBERG, 1976) ausgelegt, für drei 
Tage bei 25 °C unter natürlichen Lichtverhältnissen und danach 
bei 20 °C unter Dauerlicht (Weißlicht-Philips TLM 115 W/33 
RS, Double Lux) aufgestellt. 
Zusammensetzung des SNA 
1,0 g KH2P04 ; 1,0 g KN03; 0,5 g MgS04 x 7 H20; 0,5 KCl; 0,2 
g Glucose; 0,2 g Saccharose; 22,0 g Agar Agar , 1000 ml Aqua 
dest. Antibiotika: 100 mg/ 1 Penicillin G, 10 mg/l Chlortetracy-
cline, 50 mg/l Streptomycinsulfat 
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Die Auswertung auf einen Befall mit Coffetotrichum cf. 
gfoeosporioides erfolgt mikroskopisch bei 100- bis 125-facher 
Vergrößerung anhand der morphologischen Merkmale des Pilzes 
nach 7- bis 12-tägiger Inkubation. Hierfür werden die Agarplat-
ten im Durchlicht von der Unterseite aus auf Pilzstrukturen des 
Erregers kontrolliert. Als Merkmal zur Erfassung des Pilzes wird 
die Bildung von Konidien herangezogen (siehe Abb. l und 2). 
Die Anzahl befallener Samen wird e1fasst und der prozentuale 
Befall für die jeweilige Saatgutprobe ermittelt. 
Methodische Varianten zur Vorbehandlung des Samens 
Variante 1: ohne Ankeimen des Samens 
Der Samen wird 24 Stunden in 0,1 %igem Paraquat eingeweicht, 
auf steri lem Filterpapier getrocknet und auf SNA mit Antibiotika 
ausgelegt. 
Variante 2: mit Ankeimen des Samens 
Der Samen wird zwei Tage in einer feuchten Kammer auf Filter-
papier bei einer Temperatur von 23 °C und unter natürlichen 
Lichtverhältnissen angekeimt. Danach werden die Samen 24 
Stunden mit 0, l %igem Paraquat behandelt, auf sterilem Filter-
papier getrocknet und anschließend auf SNA mit Zusatz von An-
tibiotika ausgelegt. 
Variante 3a-d: bei unterschiedlicher Vorbehandlung der Samen 
Die Varianten variieren nicht wesentlich. Sie basieren wie in 
Variante 2 auf ein Ankeimen der Samen bzw. ein Quellen der 
Samen in Wasser und einer anschließenden Paraquatbehandlung. 
ln1 Unterschied zu Variante l und 2 schließt diese Variante eine 
Desinfektion der Samenoberfläche mit l: 10 verdünntem Klorix 
ein . 
Die Behandlung der Samen mit Paraquat wurde in Anlehnung 
an Methoden zum Nachweis von Coffetotricfw111 acutatum an 
Erdbeere bzw. Coffetotrich11111 dematiwn var. truncata an Soja-
bohne erprobt, bei denen sich Paraquat positiv auf die Pilzsporu-
lation auswirkte (CERKAUSKAS und SINCLAJR, 1980; COOK, 
1993). Durch den Einfluss des Herbizides wird ein Auswachsen 
des Pilzes aus dem Pflanzengewebe erleichtert. In eigenen Un-
tersuchungen wurde gleichfalls ein positiver Effekt von Paraquat 
für den Nachweis von Colfetotrichum cf. gfoeosporioides fest-
gestellt und deshalb in allen methodischen Vaiianten angewandt. 
Für die vergleichenden Untersuchungen der verschiedenen 
methodischen Varianten wurde ein und dieselbe Saatgutcharge 
verwendet. Zur Überprüfung der Ergebnisse wurden in den Vari-
anten l und 2 zwei wei tere Saatgutpai·tien vergleichend getestet. 
Ergebnisse 
Die Ergebnisse in Tabelle l zeigen deutliche Unterschiede in der 
Stärke des Befalls in den einzelnen methodischen Varianten. Der 
höchste Saatgutbefall wurde mit 66 % in Variante 2 ermittelt, bei 
der die Samen vor Testung auf Agai· in einer feuchten Kammer 
angekeirnt wurden. Durch das Ankeirnen des Samens wird an-
scheinend der Pilz in seinem Wachstum stimuliert und ka1m 
meist in der Nähe des Samens anhand seiner morphologischen 
Tab. 1. Nachweis des Erregers am Samen im Agarplattentest bei 
Erprobung verschiedener methodischer Varianten (n =400 für 
Variante 1 und n = 200 für Varianten 2 und 3) 
Methodische Variante 
1 ohne Ankeimen des Samens 
2 mit Ankeimen des Samens 
Colletotrichum-Befall in % 
9 
66 
3 mit unterschiedlichen Vorbehandlungen des Samens: 
Variante a 
Variante b 
Variante c 
Variante d 
37 
26 
37 
15 
Abb. 1. Konidien von Colletotrichum cf. gloeosporioides, Abschnürung 
an kurzen Seitenästen des Myzels (x 200). 
Abb. 2. Reichliche Konidienbildung in der Nähe des Samens, Auf-
nahme von der Unterseite der Agarplatte (x 200). 
Merknrnle leicht erfasst werden . Häufig sind keine reifen Acer-
vuli erkennbar, sondern, wie von ARX (1957) für Reinkulturen 
beschrieben, Anhäufungen von Konidien, die an kurzen Seiten-
ästen des Myzels abgeschnürt werden (Abb. 1). In der methodi-
schen Vai·iante l ohne Ankeimen des Samens ist der Erreger nur 
schwer nachweisbai-. In dieser Variante erwiesen sich lediglich 
9 % der untersuchten Samen als befallen. In den Varianten 3a bis 
3d, die sich von Variante 2 im wesentlichen durch eine Desin-
fektion der Oberfläche der Samenschale unterscheiden, konnte 
Coffetotrich11111 cf. gfoeosporioides gleichfalls häufiger nachge-
wiesen werden als in Variante l. Im Vergleich zu Variante 2 ohne 
Oberflächendesinfektion der Samenschale lagen die ermittelten 
Befallswerte jedoch weitaus niedriger. Demnach haftet offen-
sichtlich eine Vielzahl an Keimen des Erregers der Samenschale 
an . 
Die Prüfung an zwei weiteren Saatgutpartien in den Varianten 
1 und 2 bestätigen die bisherigen Ergebnisse (Tab. 2). Trotz des 
größeren Prüfumfanges in Variante l, in der die Samen vor Tes-
Tab. 2. Nachweis des Erregers in Saatgut von Hypericum perfo-
ratum im Agarplattentest 
Methodische Variante Colletotrichum-Befall des Saatgutes (%) 
Saatgut 
1 ohne Ankeimen des Samens (n = 400) 
2 mit Ankeimen des Samens (n = 200) 
A 
9 
66 
B 
5 
77 
c 
0,2 
1 
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tung auf SNA nicht angekeimt wurden, ließ sich der Erreger nur 
in geringerer Häufigkeit nachweisen. Damit ist mit dieser Vari-
ante ein sicherer Nachweis des Erregers insbesondere an gering 
verseuchtem Saatgut nicht gewährleistet. Bei der Prüfung in Va-
riante 2 nach Ankeimen der Samen wurden weitaus höhere Be-
fallswerte ermittelt. Variante 2 wird deshalb von allen methodi-
schen Varianten für die Feststellung des Colletotrichum-Befalls 
in Saatgut von Johanniskraut als am geeignetsten bewertet. In 
Anlehnung an die Methode zur Bestimmung des Colletotrichum-
Befalls an Saatgut von Lupine (FEILER und NIRENBERG, 1998), 
sollten mindestens 3x 100 Samen untersucht werden, um einen 
1 %igen Befall nachweisen zu können. Da offensichtlich eine 
Vielzahl an Keimen des Erregers der Samenschale anhaftet, ist 
für die Ermittlung des Erregerbefalls an Saatgut eine Ober-
flächendesinfektion der Samenschale nicht zu empfehlen. Auch 
an Saatgut mit einem erhöhten Vorkommen an saprophytischen 
Pilzen ließ sich Colletotrichum cf. gloeosporioides sicher anhand 
der beschriebenen morphologischen Merkmale nachweisen. 
Diskussion 
Mit den Untersuchungen ist es erstmals gelungen, den Erreger 
am Samen von Johanniskraut eindeutig nachzuweisen. Für einen 
sicheren Erregernachweis erwies es sich als ausreichend, die 
Samen nach 10-tägiger Inkubation auf Colletotrichum-Befall zu 
bonitieren. Bei längeren Inkubationszeiten bis zu 21 Tagen konn-
ten keine höheren Befallsergebnisse für das zu prüfende Saatgut 
ermittelt werden. Mit der Methode ist es möglich, bei einem 
Prüfumfang von 300 Samen Saatgutinfektionen bis zu einem 
Prozent nachzuweisen. Die Übertragung von Colletotrichum cf. 
gloeosporioides von Samen zu Samen während des Ankeimens 
auf feuchtem Filterpapier kann nach eigenen Untersuchungen 
ausgeschlossen werden. Ein wesentlicher Nachteil der Methode 
ist vor allem darin zu sehen, dass die mikroskopische Auswer-
tung zur Feststellung des Colletotrichum-Befalls längere Zeit in 
Anspruch nimmt. Da der Pilz im Agar in unterschiedlich tiefen 
Schichten primäre Konidien bildet, wird der Erreger nur dann 
sicher erfasst, wenn die Agarplatte in verschiedenen mikrosko-
pischen Ebenen sorgfältig auf pilzlichen Strukturen von Colle-
totrichum cf. gloeosporioides untersucht wird. Aufgrund des ho-
hen Arbeits- und Zeitaufwandes ist die Methode als Routinetest 
für Saatgutprüfungen weniger geeignet. Eine weitere Einschrän-
kung ist darin zu sehen, dass bei einem für die Prüfung vertret-
baren Probenumfang von 300 Samen ein Saatgutbefall unter 1 % 
nicht erfasst wird. Eigene Untersuchungen zeigten, dass bei einer 
Anzucht von Jungpflanzen im Gewächshaus unter praxisähnli-
chen Bedingungen auch bei nur geringer Saatgutinfektion die 
Gefahr eines Krankheitsbefalls besteht bzw. latente Infektionen 
in größerem Umfang nicht auszuschließen sind. Eine Garantie 
für eine befallsfreie Jungpflanzenanzucht unter derzeitigen Pra-
xisbedingungen kann demnach nicht gegeben werden. Mit den 
Untersuchungen des Saatgutes kann jedoch stark verseuchtes 
Saatgut von Johanniskraut eliminiert und die massenhafte Aus-
breitung des Erregers in der Jungpflanzenanzucht unter Einhal-
tung strengster hygienischer Maßnahmen unterbunden werden. 
Die Arbeit wurde gefördert durch die Lichtwer Pharma AG, Martin 
Bauer GmbH & Co. KG und Dr. W. Schwabe GmbH. 
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